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ABSTRAKT

Denzitometricky byla zkoumana hustota roztokt karagenanu v zavislosti na koncentraci
a teploté roztokii. Nasledné¢ byla zkouména ultrazvukova rychlost rovnéz denzitometricky
a pomoci ultrazvukove spektroskopie s vysokym rozlisenim (HRUS). Na méfeni byly pouZzity
vzorky karagenanu ve vod¢ a v chloridu sodném o Siroké skale koncentraci.

Experimentalné bylo zjisténo, ze vzorky karagenanu nepodléhaji nevratnym zménam hustoty
a ultrazvukové rychlosti v zavislosti na teplot¢ a koncentraci. Déale bylo prokézéano,
Ze karagenan je v obou prostiedich stabilni, nedochazi k degradaci a zménam vlastnosti
pusobenim iontové sily.

ABSTRACT

The density of the carrageenan solution was investigated by densitometry depending
on temperature and concentration. Subsequently, ultrasonic velocity was examined using
densitometry and high-resolution ultrasonic spectroscopy. The measurements were executed
using aqueous and sodium chloride solutions of carrageenan in a broad range
of concentrations.

It was found that the carrageenan samples are not liable to irreversible changes of density and
ultrasonic velocity in dependence on temperature and concentration . Furthermore, it was
proved that carrageenan in both mediums is stable, the samples do not exhibit degradation
or changes in the properties of the ionic strength effect.

KLICOVA SLOVA

densitometrie, ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozlisenim (HRUS), karagenan,
hustota, ultrazvukova rychlost

KEYWORDS
densitometry, high resolution ultrasonic spectroscopy (HRUS), carrageenan, density,
ultrasonic velocity
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1 UvoD

V karagenanech, z anglického carrageenans (zkracené karageny), jsou polysacharidy
extrahované horkou vodou z ur€itych rodt ¢ervenych moiskych fas, jako jsou Chondrus,
Gigartina, tasa druhu Furcellaria, Phyllophora atd. Karagenan je ptedevsim pouzivan jako
emulgator (E 407), pojivo a stabilizdtor v pozoruhodné Sirokém rozsahu produkti
V potravinafském, farmaceutickém a kosmetickém primyslu. Poptdvka po karagenanu
vzrostla s poptavkou pro zpracované potraviny, nebot vyzkum provadény béhem druhé
svétové valky ukazal, Ze karagen je vhodna nahrazka agaru, ktery byl vté dobé
nejpopularnéjsi koloid pro zpracovani potravin. AvSak témét tfi desetileti byla vyroba
karagenanu omezena dostupnosti pfirodnich zasob tasy Chondrus crispus (také zndmy jako
Irsky mech) z Kanady, Irska, z Jizni Ameriky a jizni Evropy.

Strukturou se karagenan fadi mezi polysacharidy, sestdva predevSim z draselnych,
sodnych, hofe¢natych a vapenatych sulfatovych galaktoz a 3,6-anhydridgalaktéz. Tyto
hexo6zy jsou stiidavé spojeny a—1,3 a f—-1,4 vazbou Vkopolymeru. Nejrozsitengjsi
polysacharidy v karagenanu jsou oznaCovany jako kappa, lambda a iota, a to v zavislosti
na poctu siranti navazanych na opakujici se jednotku polysacharidu (tj. 1,2,3 sulfét).
V pribéhu vyrobniho procesu se nesmi pouzit jina organicka srazeci ¢inidla nezli methanol,
ethanol a propan—-2—ol. Oznaceni karagenan je vyhrazeno pro nehydrolyzovany nebo jinym
zpusobem chemicky upraveny polymer.

Vyzkum karagenanu je v soucasnosti zaméfen na pouziti karagenanu jako nosiée 1éka pro
boj s rakovinou. Déale jsou karagenany pouzivany k potlaceni imunitni odpovédi in vivo
ainvitro na mechanismus selektivniho cytopatického G¢inku virdt (HIV) na makrofagy.
Negelujici A - karagenan se pouZiva injekéné do spar hlodavct k vyvolani zanétu, ¢imz
se modeluje artriticka bolest.

Tato prace je zaméfena na popis zavislosti hustoty a ultrazvukové rychlosti na Siroké
Skale koncentraci karagenanu pii ruzné teploté denzitometrickou metodou. Déle pojednéva
0 méfeni ultrazvukové rychlosti v zavislosti na koncentraci karagenanu a teploté¢ pomoci
ultrazvuku s vysokym rozlisenim (HRUS). Obé metody zahrnuji zavislosti pro karagenan
ve vodném prostiedi a v prostfedi chloridu sodného. Kazdé méfeni probihalo opakované
(nejméné dvakrat). Zatim neprobchly zadné podobné studie karagenanu jinou metodou
pro ptipadné srovnani.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Karagenan
2.1.1 Historie

Zhruba pted 600 roky lidé zijici podél pobiezi Carragheen County na jiznim pobiezi Irska
zaCali pouzivat rostlinu, znamou takeé jako Irsky mech ¢i pfimo karagenovy mech (irsky
carraigin nebo také “little rock®) v potravinach, pii ptipravé 1é¢iv a jako hnojivo. Nasledné
doSlo Krozsifeni pouziti na mléné vyrobky (zejména byl karagenan piidavan
do mléka s cukrem). Roku 1819 pan Dawson Turner ve své préci uvedl experimenty
s ¢ervenou fasou, kdy nechal fasu projit varem, doslo k roztaveni a naslednému zchladnuti
do podoby Zelatiny. Prvni pokusy o izolaci polysacharidového extraktu z irského mechu byly
zaznamenany v roce 1837, ¢isténi alkoholovym srazenim bylo provedeno v roce 1871.
Pan Stanford (1862) pouZival nazev "karageninem™ pro popis extraktu z Chondrus crispus.
Soucasny pravopis "karagenan" doporucil a pfijal vybor pro nomenklaturu sacharida
American Chemical Society, aby nazev byl v souladu s pouZitim —an pfipony pro nazev
polysacharidii. Na zakladé dobrych Zelirovacich vlastnosti se roku 1930 zacal vyrabét extrakt
v nékolika firmach na vychodnim pobiezi Spojenych stata americkych. Roku 1840 byla
poprvé vyvinuta praSkova forma karagenanu. Od 19. stoleti byl karagenan jiZ Siroce pouzivan
jako médium v mnoha potravinach a mléénych vyrobcich. Irsky mech se rychle rozsitil, coz
vedlo napiiklad k jeho uznani jako soucasti pfirozené flory u pobiezi Massachusetts [1.], [2.].

2.1.2 Puvod a chemické slozeni

Karagenan je ve vod€ rozpustny hydrokoloid ziskany extrakci z motskych fas

(Rhodophyceae). Nachazi se v bunééné sténé, jeho obsah a slozeni se méni v zavislosti
na druhu a sezoné. Komeréné jsou nejastéji vyuzivany rody Euchema, Chondrus
a Gigantina. Rasy rodu Euchema (E. cottonii, E. spinosum) rostou na koralovych utesech
do vySky 0,5 metrti, jsou rozsiteny v tropickych oblastech Tichého oceanu, na Filipindch
a v Indonésii. Rasy Chondrus crispus s typicky tmavé ¢ervenou barvou, znamé predeviim
pod jménem Irsky mech, dorustaji do délky 0,1 metrt. Jejich vyskyt je rozsifen v ruznych
oblastech svéta, pivod ma tento druh v Irsku, odtud se rozsifil podél pobiezi severniho
Atlantiku (hlavné v Kanad¢), vMaroku a ve Francii. V Chile, Argentiné, Mexiku a Brazilii je
péstovan rod Gigantina, ktery je schopen dosahovat vysky az 5 metra [3.], [4.].
Karageny jsou derivaty polysacharidi sloZzené z opakujicich se linearnich fetézct
galaktézovych jednotek se zapornym nabojem. Ve své zakladni struktuie (na rozdil od agaru)
zahrnuji krome p—D—-galaktozy (D—galakopyrandzy) také 3,6—anhydrid—ea—D-galaktozu (3,6—
anhydridgalaktozu) [5.]. Soucasti derivati jsou siranové skupiny, které jsou zde na rozdil
od obsahu v agaru zastoupeny v mnohem vétsim poctu (obvykle 20 —30 hm.%), a jsou
zodpovédné za naboj, tudiz maji z velké casti vliv na reakci Svodou. Karagenany maji
gelujici vlastnosti, s vodou tvoii roztoky s vysokou viskozitou a jsou stabilni v Sirokém
rozsahu pH. Pramérna relativni hmotnost polydisperznich karagenanu (pfedevsim kapa, iota
a lambda) se pohybuje od 100 do 1 000 kDa [6.]. Relativni molekulovou hmotnost ovliviuji
fyzikaln¢-chemické a biologické vlastnosti karagenanu. Je uréovana monomerni kompozici
atypem funkéni skupiny zabudované do makromolekul, coz vysvétluje Siroky rozsah
molekulové hmotnosti karagenant, v nékterych slou¢eninach dosahuje az 1800 kDa.



Z&kladni opakujici se sekvence:

“(1-3)-p-Gal (1-4)—a-AG (1-3)-p-Gal (1-4) —a-AG (1-3)
Kde Gal vyjadiuje D—galaktozu a jeji derivaty
AG nese oznaceni pro 3,6—anhydrid—D-galaktozu a jeji derivaty

Opakujici se jednotky D-galaktozy a 3,6-anhydrid—-D—galaktézy jsou spojeny
/S — glykosidickou vazbou, tyto dimery jsou pak propojeny o — glykosidickou vazbou, coz je
znazornéno na Obrazku 1. Sekundarni struktura ma zidlickovou konformaci, aby
se minimalizovalo sterické odpuzovéni zplisobené axialnimi slozkami [7.]. Zodpovédnost
zatvorbu gelu ma 3,6-anhydrid-D-galaktoza, ktera v karagenanu umoziiuje vznik tercialni
struktury ve tvaru pravoto¢ivé dvousroubovice, kdy spolu dva linearni disacharidové fetézce
vzajemnym pusobenim vytvoii rovnobézné vlakno, které se ohyba do do konformace
pravotoCivé dvousSroubovice. Obsah 3,6-anhydrid-D-galaktézy v karagenanu zvysuje
pruznost, muze dochazet k reverzibilnim zménam z linedrni konformace (a — helix)
do klubka, tedy pfechod mezi gelem a roztokem.

Opakujici se disacharidova jednotka

CH,OH CH,
0

HO — 00— o _D/
T

a—1,3 glykosidova vazba OH g 4,4 glykosidové vazba OH

Galaktosa (Gal) Anhydridgalaktosa (AG)

Obrézek 1:  Zndzorneéni f-1,4 glykosidické vazby mezi monomery galaktozy
a anhydridgalaktozy v karagenanu. Nasleduje propojeni mezi disacharidovymi jednotkami
prostrednictvim a — 1,3 glykosidové vazby [5.].

Krom¢ galaktoz a siran je karagenan slozeny z dalSich sacharidovych zbytki, jako
priklad Ize uvést xylozy, glukdzy ¢i uronové kyseliny. Ve struktufe se rovnéz mohou objevit
substituenty, jako jsou methyly, ethery nebo skupiny pyruvati. Karagenan je ptirodni latka
tvofena smési nehomolognich polysacharidl, slozité struktury jsou pojmenovavany pomoci
disacharidi (dimerti). Z pojmenovani dle nejcetnéji se opakujicich jednotek vyplyva znacna
idealizace struktury. Typy karagenu jsou tradi¢né¢ oznafeny feckym prefixem, jedna
se 0 8 typu sekvenc¢nich struktur. Jednotlivé zastoupeni stavebnich jednotek v dimeru uvadi
Tabulka 1 [2.], [5.], [7-]



Tabulka 1: Slozeni jednotlivych druhit monomeri v molekulach karagenanu.
Stavebni jednotka

Gal AG

/. — karagenan S—-D-galaktosa—2—sulfat a—D-galaktosa—2,6—disulfat

Polysacharid

x — karagenan p—D-galaktosa—4—sulfat 3,6—anhydrid—a—D—-galaktosa
1 — karagenan p-D-galaktosa—4—sulfat 3,6—anhydrid—a—D-galaktosa—2—sulfat

1 — karagenan p—-D-galaktosa—4—sulfat a—D-galaktosa—6—sulfat
O — karagenan S-D-galaktosa—2—sulfat 3,6—anhydrid—-o—D-galaktosa—2—sulfat

¢ — karagenan p—-D-galaktosa—2—-sulfat a—D-galaktosa—2—disulfat

v — karagenan p-D-galaktosa—4—sulfat a—D—-galaktosa—2,6—disulfat

S — karagenan f—-D—galaktosa 3,6—anhydrid—o—D-galaktosa

2.1.3 Druhy karagenanu

Nejpouzivangjsi karagenany jsou kappa (x), lambda (1) a iota (z), které jako jediné maji
Zelirovaci ¢i stabiliza¢ni schopnosti, jejich pouziti je tudiz Siroce rozsiteno. Dulezitou roli pro
urceni povahy karagenanu hraji podminky okoli. Zavisi predev§im na teploté, obsahu a druhu
iontd a pH. Prvni dva aspekty jsou individudlni, pH se sohledem na stabilitu prostiedi
snaZzime udrzovat okolo 5- 10, protoze v kyselejSim prostredi dochazi k hydrolyze, ¢imz
se sniZuje disperzita systemu [2.], [7.].

Lambda—karagenan (1)

Na jeden disacharid obsahuje 3 sulfatové skupiny, coZ je nejvysSi zastoupeni ze tii
zkoumanych druht (aZ 35 hm. %). Ve své molekule postrada hydrofobni 3,6—anhydrid—D-
galaktozu, neni proto schopen vytvorit strukturu « — helixu. Z toho vyplyva, Ze netvoti gely,
je v8ak Siroce pouZivan jako stabilizator v mnoha aplikacich pfi Gpravé potravin. Jeho hlavni
vyhodou je, Ze k uplnému rozpusténi ve vodé dochazi jiz za normalni teploty 20 °C, diky
vysokému obsahu sulfati. DalSi specifickou vlastnosti je imunita vici pisobeni draselnych
a vapenatych ionti. Zakladni disacharidova jednotka je vykreslena na Obrazku 2 [2.], [7.],

[9.].

CH,OH CH,0S0;

. )

OH 0

HO

0s0,” 0SOo;
Obrézek 2: Molekularni struktura lambda () karagenanu [4.].

Kappa—karagenan (k)

Na galakt6zoveé jednotce je navazana jedna sulfatova skupina (pfiblizné 25 — 35 hm. %),
jak ztejmé z Obrazku 3. Diky ptitomnosti 3,6—anhydrid—D—-galaktézy je kappa—karagenan
schopny tvofit odolnou termoreverzibilni gelovou strukturu zcela sam, kdy z konformace
rozvétveného klubka v horkém roztoku (60 °C) dojde ochlazenim na 40 °C Kk pfeméné
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konformace na pravoto¢ivou dvousroubovici, tento proces je znazornén na Obrazku 5.
Porovnani Zelatinizace v roztocich riznych soli kappa—karagenanu ukazalo, Ze ucinnost
gelovaténi, teplota tani a sila gelu uzce souvisi s vybérem vhodného iontu. V pfitomnosti
K" iontfi tvoii silné a tuhé gely, srelativné vysokou teplotou tani. Tyto gely jsou velmi
nachylné k synerezi. Oproti tomu s ionty Na" a Li* kappa—karagenan negelovati, ale takové
soli jsou dobie rozpustné ve studené vodg. S ionty Ca®* dochazi k tvorb& kalného, kiehkého

gelu [2.], [7.]. [9.]

CH,0OH

KR

Obrazek 3: Molekularni struktura kappa (x) karagenanu [4.].

lota—karagenan (1)

Obsahuje v dimeru 2 sulfatove skupiny (30 — 32 hm. %). RovnéZ je schopen tvofit gelové
struktury (obsahuje 3,6—anhydrid—D—galaktézu), oproti kappa—karagenanu je vSak pro tvorbu
gelu nezbytnd pfitomnost iontti. Pfechod na konformaci dvousroubovice probiha okolo 50 °C.
Draselnymi ionty je ovlivnén jen nepatrné, zato se sodikovymi a vapenatymi ionty tvoii silné,
pruzné, termoreversibilni gely s omezenou synerezi. Kationty formuluji iontové mosty mezi
dvojitymi Sroubovicovymi, vznikaji agregaty zvysujici gelovitost a teplotu tani. Celkové je
takovy gel flexibilngjsi a stabilni pfi okolni teploté, coz je zadouci v mnoha aplikacich
potravin. Vzorec zékladniho dimeru iota karagenanu je znazornén na Obrazku 4 [2.], [7.],

[9.].

Obrazek 4: Molekularni struktura iota (z) karagenanu [4.].

214 Molekularni interakce

Karagenan je schopen tfi zpisobt molekularni interakce. Prvni z nich je hydratace
a rozpusténi, dalsi je schopnost gelovaténi a posledni je interakce s molekulami dal$i slozky
(napf. potraviny). Pro kazdou interakci je rozhodujici vybér spravného druhu karagenanu, voli
se tak, aby svymi vlastnostmi pfispival k zesileni poZadované interakce. Kappa a iota
karagenany komunikuji prostiednictvim vSech t¥i rezimt, lambda—karagenan neni schopen
tvorit gel, vyuziva se vSak hojné v masném prumyslu, kde dochazi k interakci s proteiny.
Molekula karagenanu maé silnou schopnost vazat vodu, napt. jediny gram kappa—karagenanu
je schopen hydratovat 50 g [10.]. Dispergovany karagenan se ve vodném roztoku zacne

10



hydratovat prostfednictvim elektrostatickych interakci vody s negativné nabitymi skupinami
siranu, a také navdzanim vodikovych vazeb mezi vodou a hydroxylovymi skupinami
na polymernim fetézci. ZvySovanim hydratace se za¢nou karagenanové castice rozpoustét
a vytvori se z nich koloidni ¢astice. VSechny karagenany jsou schopny vazat vodu a bobtnat
| pfi teploté mistnosti, nemusi vSak dojit k aplnému rozpusténi, pro Uplnou hydrataci kappa
a iota karagenanu je potieba vzdy roztok zahtat (na 80 °C). Lambda—karagenan se rozpousti
snadno i za normalnich teplot za vzniku viskéznich roztokti Rozpustnost karagenanu ve vodé
zavisi také na obsahu soli, pH a teploté. V prostiedi organickych rozpoustédel, oleju ¢i tuka
jsou karagenany nerozpustné.

Jak jiz bylo feCeno, gelotvorné jsou pouze kappa a iota karagenany, nebot’ obsahuji
3,6-anhydrid—D—galaktozu schopnou tvofit vazby mezi disacharidovymi fetézci. Zelatinizace
je vysoce zavisla na koncentraci, pfitomnosti kationti a teploté. Aby doslo ke zgelovaténi,
tedy vytvoreni pravotocivych dvousroubovicovych struktur, jenz agreguji a dochazi k vzniku
polymernich siti, je nutné mit karagenan v roztoku zcela rozpustény (nutno jej ohfat).

Sdruzovani do pevnéjsich gelovych struktur je pro iota—karagenan zprostiedkovano ionty.
Kationty neutralizuji negativné nabité siranové skupiny a mohou nastat intermolekularni
interakce. Roztok se ochladi, intramolekularni vodikové vazby se stabilizuji za vzniku
dvousroubovice. Pomoci rentgenové spektroskopie bylo dokazano, Ze dvoumocné vapenaté
ionty jsou pfipojeny iontovou vazbou na dvé sulfatové skupiny v riznych Sroubovicich.

Pro vytvoteni gelu z kappa—karagenanu sta¢i roztok ochladit, ¢imz dojde k vytvofeni
struktury pravoto¢ivé dvouSroubovice, kde mezimolekularni interakce brani zpétnému
skladani a sdruzovani fetézcu do klubkové formace. Intramolekularni asociace dvouSroubovic
tvoticich pevnou gelovou strukturu vSak stile nejsou uplné objasnény, spekuluje se nad
podilem povrchovych interakci. Vezmeme-li v8ak v tvahu velké vzdalenosti mezi fetézci, je
nepravdépodobné, Ze by pii tvorbé dvousroubovicovych struktur hraly roli naptiklad Van der
Waalsovy sily. Sdruzovani do pevnéjSich domén je usnadnéno ionty. Sulfatova skupina
v dvousSroubovici tihne Kk interakci s jednomocnymi draselnymi kationty, iontova vazba mezi
nimi byla prokdzana pomoci infracervené spektroskopie. Pomoci téchto vazeb dochazi
ke spojeni mezi dvéma az tfemi dvouSroubovicemi (tvorba agregatd). Vznikaji tak tuhé
a kiehké gely s vysokou mirou synereze. Princip gelovaténi kappa—karagenanu zndzoriuje
Obréazek 5.

Dtivodem pro kationtovou specificitu jsou zifejmé konformacni a konfiguracni rysy : a «
karagenanti, ackoliv stale jeSté neexistuje kompletni pochopeni toho, jak iontové vazby
ovliviyji helixialni strukturu karagenanu béhem gelovaténi. Ve vétsin¢ pripadi se pouziva
spojeni vlastnosti 4 a x typu karagenanu, kdy dochazi ke vzniku krémové suspenze ¢i gelu,
vhodné naptiklad pro mlééné vyrobky [5.], [7.], [9.], [11.], [12.].

Interakce s bilkovinami je zalozend na tvorbé specifickych komplext, s velmi
individualnim pfistupem k jednotlivym slouc¢eninam. Dulezity vyznam maji v technologii
vyroby potravin (napf. syri, masa), zde uplatiuji svou schopnost ovliviiovat a stabilizovat
konzistenci [13.].
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Obrézek 5: Charakterizace struktury kappa karagenanu v roztoku v zavislosti na teploté
a obsahu soli [12.].

2.15 Vyroba karagenanu

Vyroba karagenanu z moiskych fas probiha dvéma zpisoby. Pivodni metoda je zaloZena
na extrakci mofské fasy v roztoku a jeji nasledné odstranéni filtraci. Karagenan se z roztoku
izoluje a prevadi do suché formy, jez obsahuje zcela Cisty karagenan, jednd se o ndkladny
proces.

Druhy zptisob je zaloZzen na umyti moiskych fas a jejich rozpusténi v alkalické vodé,
v roztoku jsou tedy obsaZeny zbylé nerozpustné latky (pifedevs§im celuloza) a karagenan.
Tento nerozpustny zbytek se potom susi a prodava se jako polorafinovany karagenan (SRC).
Diky tomu, Ze karagenan nemusi byt z roztoku extrahovan, se jedna o levnéjSi a rychlejsi
variantu vyroby [2.], [3.].

Karagenan (rafinovany, E 407)

Pro vyrobu Cistého karagenanu se moiské fasy promyji pro odstranéni pisku, soli
a dalSich znecistujicich slozek. Nasledné se fasa po dobu nékolika hodin (doba vafeni je
optimalné¢ 4 hodiny, pficemz teplota se udrzuje nejméné na 70 °C) vafi v alkalické vodé,
obvykle se pouZzivad hydroxid sodny, dokud fasy nejsou extrahovany. PouZivani alkalické
vody vede ke zvySeni pevnosti gelu v kone¢ném produktu (odstrani se nékteré siranové
molekuly adochazi kzvySovani obsahu nesubstituovanych 3,6—anhydrid—D-galakt0z).
Nerozpusténé zbytky motské fasy se odstrani odstied’ovanim ¢i hrubou filtraci. Nasleduje
vysokotlaka filtrace se ziskem 1-2hm.% karagenanu a poté se roztok zkoncentruje
ultrafiltraci a vakuovou destilaci (karagenan v obsahu 2 —3 hm. %). Pro ziskani pevného
karagenanu z roztoku je mozné pouzit alkoholové sradzeni. To probiha pfidavanim alkoholu
(isopropanolu, methanolu ¢i ethanolu) do roztoku karagenanu, ktery se vysraZzi a oddéli
Vv odstfedivce. Koagulat je lisovan, poté znovu promyt alkoholem a dehydratovan. Nakonec
se produkt susi a mele na pozadovanou velikost ¢astic. Pro kappa—karagenan ziskavany z fasy
Kappaphycus alvarezii 1ze vyuzit metodu zgelovaténi, kdy karagenan reaguje s draselnymi
solemi za vzniku gelu, ktery je lisovanim, zmraZzenim a rozmraZzenim dehydratovan do pevné
formy. Princip metody popisuje Obrazek 5 [3.], [14.], [15.].
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Semi-rafinovany karagenan (SRC)

Nazyvan také ,,mouka“ se vyrabi zahiivanim v roztoku alkalické soli (napf., hydroxid
draselny) ptiblizn¢ dvé hodiny. Hydroxid rovnéZ pronika do struktury motské fasy a snizuje
mnozstvi siranu v karagenanu, coZ zvysuje pocet 3,6—anhydrid—D—-galaktézovych jednotek
schopnych tvorby dvouSroubovice. lonty =zajisti silné zgelovaténi karagenanu, takze
se nerozpusti v horkém roztoku. Ostatni latky (soli, proteiny, bakterie) se rozpusti a nasledné
dojde k jejich vyplaveni. Poté se produkt promyje od alkalii, vysuSi na vzduchu a pomele.
Aby mohl byt tento karagenan pouZity v potravinaistvi, musi byt ptecistén, bélen a dusledné
zbaveny veskerych bakterii [3.].

2.1.6 VyuZziti karagenanu

Karagenan ptsobi jako zahuStovadlo, zelirujici latka, emulgator a stabilizator.
Je oznacovan jako ptirodni stabilizator E 407, bez negativnich ucinki na lidsky organismus.
Pouziva se ke stabilizaci mléénych vyrobkd: v syrech (stabilizuje vznikajici emulzi),
zmrzlinach, trvanlivé smetang, jogurtech, pudinkovych krémech nebo Slehacce ve spreji. Také
se piidava do pekatskych vyrobkl, kde zlepSuje tésto a zvySuje jeho celkovy objem.
Uplatnéni nachazi rovnéz ve smazenych pokrmech, kde snizuje mnozstvi vstiebavaného oleje.
Stabilizator E 407 mizeme nalézt v zalivkach, Zelé dezertech, ovocnych praskovych napojich,
nealkoholickych napojich, polévkach, sirupech a nizkokalorickych dZzemech. Omezené
je karagenan obsazen v détské vyzive. V neposledni fadé se S karagenanem muzeme setkat
v kosmetickych, farmaceutickych vyrobcich, v chemickém pramyslu pro stabilizaci suspenzi,
pii vyrob¢ barev apod. [1.], [2.], [3.], [9.]:

Dalsi $iroké uplatnéni ma karagenan v masném pramyslu, jelikoZ se vyznacuje optimalni
reaktivitou s masovymi proteiny. Ve vyrobku vytvaii spojeni mezi masovou $tavou, piidanou
vodou a masovymi vlakny (konzervy). I pii nizkém davkovani vytvaii pii vyrobé masnych
vyrobkll pevny gel. Kromé stabilizace kvality masnych vyrobkl slouzi jako ptipravek
podstatné pfispivajici k hospodarnosti vyroby a uUsporam. Umoznuje vyrobu masnych
vyrobkl s omezenym pouzitim fosfati, ptipadné bez fosfath [16.].

Zatim neni vyvinut univerzalni nosi¢ pro imobilizaci mikroorganismi, které slouZzi
napiiklad pro oznaeni tumorovych tkani, nebo piimo jako 1é¢iva na rakovinu vpravend
do bun¢k lidského téla. Pii vyvoji optimalni univerzalni metody imobilizace se karagenan
ukazal jako velice prakticky nosi¢, ktery je schopen zallenit do své struktury vice nezZ
50 mikroorganismu ve form¢ gelu (naptiklad kyselinu aspartovou, L-alanin, L-tryptofan,
Siroké spektrum enzymi apod.). Mikrobialni buiiky jsou do karagenanu (nejcastéji kappa)
zaClenovany pii teplot¢ 40 °C, tudiz tyto organické substance musi byt stabilni
a nedegradabilni pii dané teploté. Vytvorend smés se pfevede na gel, ktery je odolny vici
zménam pH Vv prostiedi, nerozklada se béhem enzymatickych reakci v organizmu a pory jsou
optimalné velké, aby enzymy a buiiky mikroorganisma zustaly v gelové matrici, na rozdil
od nizkomolekularnich latek (ktere jsou jimi produkovany) a jsou schopny substratem snadno
projit. Z karagenovych gelti tak vznikaji nosice s jejichz pomoci si u¢inné latky zachovaji
vysoky stupen aktivity (40 — 60 hm. %) [17.].

2.1.7 Bezpecnost prace s karagenanem

Vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi ¢. 304/2004 Sb. zatazuje karagenany do pifidatnych
latek, do kategorie stabilizatory (latky, umoziujici udrzovat fyzikalné-chemické vlastnosti
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potravin a zvysujici vazebnou kapacitu potravin vcetné tvorby piiénych vazeb mezi
bilkovinami, jeZ umoznuje spojeni jednotlivych slozek potravin) a oznacuje se jako E 407.
V potravinaiském prumyslu je v malych mnozstvich pravdépodobné bezpecny. Vysoké davky
karagenanu vSak zpusobovaly viedy na stfevech a dalsi poSkozeni u pokusnych zvifat (véetné
poskozeni plodu) [18.]. Takzvany nizkomolekularni karagenan (ktery vznika pasobenim
kyseliny chlorovodikové na karagenan) zplsoboval rakovinu u pokusnych zvitfat, dle
organizace IARC se jedna o zvifeci karcinogen. Vysokomolekularni karagenan, ktery
se pouziva jako pfidatna latka, sam o sob€ nadory u pokusnych zvifat nezpiisoboval, zvySoval
vSak pravdépodobné¢ potenci jinych karcinogent v travicim traktu.

Védecky vybor pro potraviny Evropské komise (SCF) ptezkoumaval bezpecnost tohoto
zahust'ovadla a stabilizatoru vzhledem k potencidlnim zdravotnim problémiim pii konzumaci
degradovaného karagenanu (vyvoj urcitych typii rakovin gastrointestinalniho traktu, zvySeni
vyskytu rakoviny prsu aj.) a ackoliv tyto negativni ucinky nebyly prokazany, doslo ke zméné
specifikaci pro karagenan potravinatské jakosti. Nyni je doporuceny denni piijem 0 — 5 mg/kg
télesné hmotnosti a podil karagenanu s molekulovou hmotnosti pod 50 000 muze byt
zastoupen maximalné v obsahu 5 hm. %. Tento limit zajistuje, Ze mnozstvi pfijimaného
se karagenan nemél pouzivat pfi vyrobé pocatecni kojenecké vyzivy a v potravinach pro
specidlni 1¢katské ucely. Jeho pouziti do vyrobkl uréenych pro starSi kojence zlstava
schvaleno [18.], [20.], [21.].

2.2 Densitometrie

Densitometrie je metoda zaloZena na meéteni hustoty vzorka. Piistroj odpovidajici této
metodé se nazyva denzitometr. Hustota je fyzikalni veli¢ina, kterd udavd, jakou hmotnost
ma ur¢ity objem zkoumaného télesa. Jedna se o nekumulativni makroskopickou veli¢inu,
ktera zavisi na poctu atomu ¢i molekul a jejich hmotnosti, ale také, jak jsou poskladany a jaky
zabiraji objem, poskytuje tedy informace o télesu. Pfi michdni smési mizeme zménou hustoty
pozorovat interakce molekul a vzajemné usporadani. Hustota kapalin a plynut je velmi zavisla
na teploté. Hustota (jinak oznaCovana jako mérna hmotnost) je definovana jako podil
hmotnosti m na objemu télesa V tzn.:

P=

V

Densitometrie patfi mezi nepiimé metody méfeni hustoty, jez jsou zalozeny na studiu
vlastnosti €1 jevil, které zaviseji na hustot¢ méfen¢ho systému. Densitometrie se déli dle
principu méfeni hustoty napf. na bodovou/linedrni optickou hustotu, dvourozmérné méfeni
apod. [22.], [23.].

2.2.1 Princip méreni

Pouzivany denzitometr DSA 5000 M od firmy Anton Paar (Rakousko) méfi hustotu
kapalin metodou oscilaéni U — trubice s piesnosti 0,000005 g/cm®. Méfeni hustoty vzdy
vyzaduje presné méfeni a kontrolu teploty zajisténé vestavénym termostatem, teplota se
reguluje integrovanym platinovym senzorem s presnosti 0,001 °C. Typicky plati, Ze hustota
klesa s rostouci teplotou, jelikoz jednotlivé molekuly vyzaduji vice prostoru v dusledku jejich
tepelného pohybu. Vzorek se zavede do U — trubice, ktera je elektronicky excitovana a kmita
na charakteristické frekvenci. Tyto charakteristické zmény frekvence zavisi na hustoté
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vzorku. Prostfednictvim pfesného urceni charakteristické frekvence a ptisluSnou upravou se
stanovi hustota vzorku [24.], [25.].

2.2.2 Praktické pouZiti

V mediciné se pouziva tzv. kostni denzitometr, ktery poskytuje Udaje a obrazky at' uz pro
posouzeni hustoty kosti, rizika zlomenin (osteopordza), slozeni téla, jako jsou obsah vapniku
¢i chybny pediatricky vyvoj [26.]. Mé&feni kombinace hustoty a rychlosti zvuku ve vzorku
za identickych podminek na densitometru DSA 5000 M sniZuje chyby pii méfeni koncentraci
binarnich smési. Dalsimi aplikacemi je stanoveni koncentrace terndrnich smési, méteni
hustoty explozivnich latek, detergentii, surfaktantli, koloidnich latek, barev, lakli, emulzi
a dalSich anorganickych chemikalii [24.]. Pfikladem pouZiti densitometrie je méfeni hustoty a
ultrazvukové rychlosti roztoku hyaluronanu ve vodé, kdy se hustota linearné zvysuje
s koncentraci a sniZuje s teplotou, pfi¢emz u¢inek molekularni hmotnosti hyaluronanu na
métené veliCiny je zanedbatelny. Méfeni rychlosti ultrazvuku hyaluronanu umoznilo vypocet
stlacitelnosti a jeji zavislosti na koncentraci a teploté. P¥idanim chloridu sodného doslo
k zmé&nam pouze ¢iselnych hodnot hustoty a rychlosti ultrazvuku, ale charakter zavislosti na
teploté a koncentraci se nezménil [25.].

2.3 Ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozlisenim (HRUS)

Ultrazvukovéa spektroskopie s vysokym rozlisenim (HRUS - high resolution ultrasonic
spectroscopy) je nedestruktivni metoda vhodnd pro analyzu materialt, kterd pouZiva
ultrazvukové viny. Systém je neinvazivni a je schopen vyhodnocovat stav, mikrostrukturu
a mezimolekulové interakce vzorkli. VétSina spektroskopii je zalozena na pouziti
elektromagnetickych vin vychézejicich ze svételného zdroje (viditelné zafeni, infraCervené
zéfeni, spektroskopie nuklearni magnetické resonance), tyto viny jsou schopny se Sifit pouze
pruhlednymi vzorky a vyzaduji specialni optické nastaveni na kazdou vlnovou délku. Kdezto
ultrazvukové spektroskopie vyuZzivé elektronicky syntetizované zvukoveé viny bez Sumu, tudiz
muze pokryvat Siroky rozsah frekvenci. Dale je schopna se §ifit neprithlednymi vzorky, a to
V podstaté pres vétSinu materiali.

Ultrazvukem rozumime mechanické kmity o frekvenci vyssi, nez je horni frekvenéni mez
slysitelnosti lidského ucha, tj. vyssi nez 20 kHz. Ultrazvukové kmity se prostiedim S§ifi
formou vysokofrekven¢nich akustickych vin. Kazdé prostfedi je z akustického hlediska
danym prostiedim (tzv. fazova rychlost) a tutlum. Utlum je zavisly na kmitodtu
ultrazvukovych kmit a hraje dilezitou roli pii volbé zobrazovaci frekvence. Ultrazvukova
spektroskopie je zaloZena pravé na naméfeni ultrazvukového Utlumu a ultrazvukoveé rychlosti.
Princip méfeni ultrazvukovych vin je zndzornén na Obrézku 6.

Ultrazvukovy Gtlum se urcuje podle energetické ztraty ultrazvukové viny, dochazi zde
ke kompresi a dekompresi, jeZz je tak mald, Ze nema destruktivni dopad. Energeticka ztrata
je zapii¢inéna absorpci a rozptylem energie. Utlum vzorku miZe vyjadfovat napiiklad
viskozitou vzorku. Takové méfeni umoznuje analyzovat kinetiku chemickeé reakce,
mikrostrukturu materidlu (véetn¢ velikosti ¢astic), agregace, gelovaténi, krystalizace a dalSi
procesy a charakteristiky.

Ultrazvukova rychlost je zavisla na hustoté¢ a elastické odezvé materialu. Rychlost
prichodu ultrazvukové viny je ovlivnéna molekulovym uspofddanim a mezimolekuldrnimi
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interakcemi vzorku, plati, ze v pevném prostiedi prochazi snaze nez v plynném prostiedi.
Diky meéfeni rychlosti zvuku lze analyzovat pifimo zminéné interakce a také elasticitu
a hustotou vzorku, které s molekulovym uspoiadanim uzce souvisi [27.], [28.], [29.].

L Senzory

Generator Analyzator

signalu

signalu

Ultrazvukova vina 4+—> T
prochéazejici
vzorkem Vzorek

Obrézek 6: Schéma ultrazvukového spektrometru [28.].

V praxi je ultrazvuk Siroce rozsifeny v oboru lékatstvi, kdy zvukové viny prostupuji
mékkou tkani a pomoci modernich technologii jsou schopné vytvorit 3D obraz vySetfované
oblasti. Pro spoustu pevnych material se vyuziva schopnosti ultrazvukové spektroskopie
promitnout nejen poSkozenou mikrostrukturu uvnitt vzorku ¢i nehomogenitu, ale i vné&jsi
povrchové nedokonalosti [30.]. Ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozlisenim (HRUS) se
vyuziva naptiklad na detekci a analyzu chemickych reakci, termickou analyzu, sledovani
fazovych prechodii, analyzu kvality kapalin, detekci a analyzu konformacnich zmén
v polymerech, detekci interakci antigenu s protilatky. Dalsim prikladem pouziti mize byt také
méfeni koncentrace micel v koloidnich roztocich huminovych kyselin, kde obsah micel
zapricinuje pokles ultrazvukove rychlosti (pruznost elastického vlakna) [31.].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Karagenan: Sigma Aldrich (Ceska republika), CAS: 11114-20-8, 3arze BCBK1080V.
Chlorid sodny: Lachner (Ceské republika), ¢istota 99,5%.

3.2 Priprava zasobnich roztoki

Priprava zasobniho roztoku chloridu sodneho

Zasobni roztok chloridu sodného o koncentraci 0,15 mol/l byl pfipraven navazenim
4,38 gramil pevného chloridu sodného a nasledné byl analyticky pfeveden do 500 ml odmérné
banky ultra Cistou deionizovanou vodou z ptistroje PURELAB. Poté byl roztok dokonale
promichan a skladovén za laboratornich podminek.

Piiprava zasobnich roztokii karagenanu ve vodé

Zasobni roztoky byly pfipravovany pfimym rozpousténim pevného karagenanu v ultra
Cisté deionizované vod¢ z pfistroje PURELAB. Takto pfipravené zdsobni roztoky byly
michany na michacce po dobu 24 hodin, aby se karagenan ve vod¢ dokonale rozpustil.
Piipraveny byly roztoky o pozadované koncentraci 1 g/l (1.kalibracni tada) a 3 g/l
(2. kalibra¢ni fada) ve 100 ml ultra ¢isté deionizované vody.

Rovnice 1 a 2: Vypocet navazky karagenanu v gramech
" _V,-V, 1000-100

=01 1.

- 1 g (1)
vV, -V .

m, =1 Ve _1000-100 _03g 2)
m, 3

kde m, —hmotnost navazky pevneho karagenanu [g]
m, —mnozstvi karagenanu odpovidajici koncentraci zasobniho roztoku [g]
V, —objem odpovidajici koncentraci zasobniho roztoku [ml]
V, —objem rozpoustédla [ml]

Priprava zdasobnich roztokit karagenanu v chloridu sodném

Pfiprava zasobnich roztoku karagenanu v chloridu sodném probihala stejnym zpisobem
jako pfiprava vodnych roztokt karagenanu. Ptipraveny byly roztoky o koncentraci 1 g/l
(1. kalibra¢ni tada) a 3 g/l (2. kalibra¢ni tada) karagenanu Vv chloridu sodném o objemu
100 ml. Pro méteni ¢asové stalosti byla ¢ast zasobniho roztoku karagenanu v chloridu sodném
0 koncentraci 1g/l a 3 g/l skladovana za laboratornich podminek (23 °C, 198,15 KPa,
na svétle).
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3.3 Piiprava vzorki

Piiprava vzorku karagenanu ve vodé

Prvni ¢ast vzorkili pouzivand na meéfeni byla pfipravovana pipetovanim stanoveného
objemu (viz Tabulka X1 v ptiloze) ze zasobniho roztoku karagenanu. Nasledné byl vzorek
doplnén do 10 ml ultra ¢istou deionizovanou vodou. Takto pfipravené roztoky byly michany
na michace, aby bylo dosazeno rovnomérného zastoupeni karagenanu v celém vzorku.
Timto zpusobem byly pfipraveny prvni dvé kalibraéni kiivky, kdy prvni z nich nabyvala
hodnot o koncentracich 0,001 — 1 g/l a druha 1,25 — 3 g/I. Stejnym zptusobem byly pfipraveny
vzorky pro druhé méfent.

Druhé ¢ast vodnych roztokli se vzrlstajici koncentraci timto zplisobem nemohla byt
vzrustajici schopnosti tvofit husty gel, coz vedlo k nepfesné koncentraci karagenanu ve
vzorku. Proto byla tato ¢ast vzorkl pfipravovana navazenim stanoveného mnozstvi pevného
karagenanu na analytickych vahach (viz Tabulka X2 v ptiloze), nasledné bylo rozpusténo
v 10 ml ultra ¢isté deionizované vod¢ a fadné promichano po dobu 12 hodin. Tento postup byl
zvolen pro kalibra¢ni fadu 3 o koncentraci 3,5-6 g/l a posledni koncentraéni fadu
4vrozmezi 6,5-10¢g/l. Hodnoty objemti a hmotnosti pro pfipravu jednotlivych
koncentra¢nich fad jsou uvedeny v Tabulce X2 (v piiloze), v¢etné vyslednych koncentraci.
Stejné se postupovalo také pfi piipravé vzorkll pro druhé méteni, jehoz hodnoty objemil,
hmotnosti a koncentrace znazoriuje Tabulka X2 (v pfiloze).

Piiprava vzorkii karagenanu v chloridu sodném

Piiprava vzorki karagenanu v chloridu sodném probihala analogicky jako v piipadé
vodného roztoku karagenanu. Prvni ¢ast vzorkti pouzivana na méfeni byla pfipravovana
pipetovanim stanoveného objemu (viz Tabulka X1 v ptiloze) ze zasobniho roztoku
karagenanu Vv chloridu sodném. Poté byly vzorky doplnény do 10 ml zasobnim roztokem
chloridu sodného 0,15 M a promichdny na michacce po dobu 24 hodin. Timto zplisobem byly
piipraveny prvni dvé kalibraéni kiivky, prvni z nich nabyvala hodnot o koncentracich
0,001 -1 g/l a druha pak 1,25 -3 g/l. Stejnym zptisobem byly piipraveny vzorky pro druhé
méfeni.

Pro kalibra¢ni fadu 3 o koncentraci 3,5 -6 ¢/l a posledni kalibra¢ni fadu 4 v rozmezi
6,50/l az 10 g/l byly roztoky karagenanu v chloridu sodném pfipravovany navazenim
stanoveného mnozstvi (viz Tabulka X3 v pftiloze) pevného karagenanu na analytickych
vahach. Nasledovalo rozpousténi karagenanu v 10 ml roztoku chloridu sodného. Ptipravené
vzorky byly opét michany na michacce nejméné 12 hodin. Roztoky ziskaly svétle bézovy
odstin, typicky pro roztoky karagenanu o vysoké koncentraci v chloridu sodném. Stejnym
postupem byly pfipraveny vzorky pro druhé méfeni. VSechny hodnoty hmotnosti, objemu
a vysledné koncentrace pro obé méteni jsou uvedeny v Tabulce X3 (v piiloze).

34 Vlastni méieni hustoty a ultrazvukové rychlosti densitometricky

Vsechny uvedené vzorky byly proméfovany na denzitometru DSA 5000 M od firmy
Anton Paar. Tento pfistroj je schopen zaznamenavat hodnoty hustoty vzorku o dane
koncentraci a teploté¢ s pfesnosti na 0,000001 g/l, a déale je schopen soucasné meéfit
ultrazvukovou rychlost vzorku. Vyhodnocovany byly hodnoty hustoty a ultrazvukové
rychlosti, a to vzdy v rozmezi 20 -50 °C s krokem 5 °C. Celkovy teplotni sken vzorku
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karagenanu naptiklad o koncentraci 0,1 g/l obsahoval 7 hodnot hustoty a ultrazvukové
rychlosti pfi rizné (vzristajici ¢i klesajici) teploté.

Pfed méfenim vzorkii byla vcele denzitometru nejdiive promeéfena ultra Cista
deionizovana voda jako referen¢ni prostiedi. Nasledné byla cela profouknuta vzduchem
pomoci pumpy pfistroje a poté byl nadavkovany vzduch zmeéten. Popiipadé byly tyto
referencni hodnoty patfi¢né kalibrovany. Vlastni méteni probihalo nastfikem cca 1 ml vzorku
do cely, ¢imz doSlo k proplachnuti cely méfenym vzorkem, a nasledovala dalSi davka vzorku
(mnoZstvi odpovidajici 2 — 3 ml). Bylo nezbytné, aby se pfi nasttiku vzorku do cely nevnesly
bublinky plynu, jeZ by mohl roztok ptipadné obsahovat. Pro kontrolu bublin v méfici ¢asti
cely je pfistroj opatfen kamerou. Pokud by nedoslo k vytlaceni plynu z cely novou davkou
vzorku, pfistroj by automaticky nahlédsil chybu métfeni. Po nastaveni parametri (rozmezi
teplotniho skenu, méfené veli¢iny) probihalo méfeni po dobu 45 minut. Mezi jednotlivymi
vzorky jedné koncentrac¢ni fady se nechal piistroj chladit a cistil se pouze profukovanim
vzduchu. S novou koncentracni fadou byl pfistroj vymyt, referen¢ni hodnoty pro vodu byly
zkontrolovany, ptipadné byl pfistroj znovu zklalibrovan. Pro kazdou koncentra¢ni fadu
probéhlo nékolikrat také méteni obraceného teplotniho skenu, tedy od 50 °C do 20 °C, rovnéz
s krokem 5 °C. M¢feni Casové stalosti karagenanu pro roztok karagenanu v chloridu sodném
o koncentraci 1 g/l a 3 g/l probéhlo jest¢ vden pfipravy roztoku. Dal§i méfeni bylo
uskutecnéno o 60 dni pozdéji.

35 Vlastni méfeni rychlosti zvuku ultrazvukem s vysokym rozliSenim
(HRUSem)

Vzorky karagenanu byly méfeny na ptistroji HRUS, od firmy Ultrasonic Scientific, Irsko.
Byla prométovana ultrazvukova rychlost karagenanu ve vodé o koncentraci 0,1 g/l, 0,5 g/l,
1g/l a 5 g/, nasledné pak v prostiedi chloridu sodného. Piistroj je schopen méfit relativni
ultrazvukovou rychlost, skladad se proto z métici cely 1, obsahujici zkoumany vzorek
karagenanu a cely 2, obsahujici referen¢ni prostiedi (vodu). Pied zahajenim méfeni bylo tieba
ob¢ cely promyt dostatecnym mnozstvim ultracist¢ deionizované vody. Poté byl pfistroj
kalibrovan tak, Zze do obou cel byla nadadvkovdna odplynénd (pfevafend) ultracista
deionizovana voda. Vysledna relativni ultrazvukova rychlost musela nabyvat nulové hodnoty.
Soucasti piipravy na méfeni bylo také odplynéni vzorkli karagenanu pomoci centrifugy pfi
3000 ot/min po dobu 5 minut. Nasledné byl do cely 1. nadavkovan jeden mililitr odplynéného
vzorku karagenanu ve vod¢ a v druhé cele byla ultradista deionizovand voda. Stejnym
zpusobem probihalo méfeni pro karagenan v chloridu sodném, tedy srovndvacim prostiedim
je zde opét voda.

Méfeni probihalo pti sedmi frekvencich v rozsahu 2 744 — 17 178 kHz, kde ke kazdé
frekvenci pfipadne stanovené cCislo piku (coz je rozdil frekvenci dvou sousednich pikt
podélen frekvenci méfeného piku). Cisla pikii stanovené pro referenéni prostiedi jsou 22, 41,
65, 95, 99, 121 a 201. Nastaveni prvniho piku probihd tak, Ze se Cislo piku referenc¢niho
prostiedi pfifadi k méfenému vzorku, ¢imz ziskdme jeho odpovidajici frekvenci. Stejnym
zpusobem se nastavi i 6 zbylych pika a k nim odpovidajici frekvence. Pro ziskani spravne
hodnoty relativni ultrazvukové rychlosti plati, ze €islo piku vzorku i referen¢niho prostiedi
musi byt stejné.

Po nastaveni pfistroje a termostatu byla méfena relativni ultrazvukova rychlost
Vv zavislosti na teplot¢ po dobu 15 hodin. Vysledny teplotni sken ma rozsah 25-70 °C
s rychlosti 1 °C za 5 minut s krokem 0,01 °C. Vysledny zdznam z pfistroje obsahoval hodnoty
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ultrazvukové rychlosti a zeslabeni, ale protoze pii zpomaleni byl trend nejasny a Spatné
interpretovatelny, byla vyhodnocovéna pouze data zesileni ultrazvukové rychlosti jedné
frekvence pro vybrané koncentrace karagenanu ve vod¢ a v chloridu sodném.

3.6 Vysledky a diskuse

3.6.1 Méreni hustoty a ultrazvukové rychlosti karagenanu densitometrii

Pomoci hustoméru DSA 5000M byla automaticky méfena jak hustota, tak i rychlost
zvuku vzorku karagenanu ve vodném prostiedi a v prostredi chloridu sodného. Vzorek
karagenanu nadavkovany do sklenéné U trubice se rozkmital na charakteristickou frekvenci,
kterd je zavisla na vlastnostech vzorku. Dle této frekvence je pfistroj schopny velmi piesné
spocitat hustotu a rychlost zvuku. Piesnost je zajiSténa automatickou korekci na viskozitu
Vv celém prostoru méfici cely pro nadavkovany objem vzorku (3 ml). Vyhodnocujici teplotni
scan vSech kalibra¢nich fad je v rozsahu od 20 °C do 50 °C s krokem 5 °C. Pro vybrané
koncentrace probihalo méfeni danych veli¢in a vyhodnoceni také opacné, tedy od 50 °C
po 20 °C, piedevsim pro vzorky karagenanu ve vod¢. Dale je vyhodnoceno stafi roztoku
pro karagenan v chloridu sodném. Na zavér je porovnavano chovani karagenanu v zavislosti
na prostredi.

Karagenan ve vodé

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 3.3, kazdy vzorek karagenanu byl méfen nejméné
dvakrat. VSechny vysledné hodnoty teplotniho skenu hustoty a ultrazvukové rychlosti vSech
vzorkid karagenanu ve vodé o koncentraci 0,001 -10 g/l jsou zaznamenény graficky,
primérné hodnoty hustoty vcetné smérodatnych odchylek pro teplotu 20 °C jsou uvedeny
v Tabulce X4 a pro teplotu 50 °C v Tabulce X5 (v ptiloze), véetné hodnot méfenych
pii klesajici teploté v intervalu od 50 °C do 20 °C. Primérné hodnoty pro ultrazvukovou
rychlost véetné smérodatnych odchylek znazoriiuje Tabulka X6 pro 20 °C a Tabulka X7 pro
50 °C (rovnéz v ptiloze). V neposledni fadé jsou graficky zpracovana data pro méteni ultra
Cisté deionizované vody.
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Graf 1: Zndzornéni zavislosti hustoty na celkové Skdle koncentraci od 0,001 g/l po 10 g/l
vzorkil karagenanu ve vode na pri teplote 20 — 50 °C.

Naméfena data zndzornéna v Grafu 1 popisuji zavislost hustoty na koncentraci
karagenanu ve vodé v teplotnim rozmezi od 20 °C po 50 °C s krokem 5 °C. Z grafu je patrné,
Ze hustota karagenanu roste linearné se zvysujici se koncentraci. Pouze s koncentraci 10 g/l
karagenanu ve vodé je hodnota hustoty niz$i a linearni priabéh nekopiruje. Plati tedy,

vvvvvvvv

0,001 g/1 a to pi 50°C, naopak nejvyssi hustotu (1,002509 g/cm®) nabyva vzorek
0 koncentraci 9,5 g/l pti teploté 20° C.

Z detailngjsiho zkoumani Grafu 1 vyplyva, Ze rozestup mezi jednotlivymi teplotnimi
zavislostmi neni vzdy stejny, nybrz se plynule zvétsuje shora dold. Pro teplotni rozmezi 20 °C
a 25 °C je rozdil namétené hustoty pii stejné koncentraci nejmensi, pro teploty 45 °C a 50 °C
je rozdil hustoty pfti stejné koncentraci nejvétsi. Lépe patrny je tento jev pii méfeni
ultrazvukové rychlosti v Grafu 3.

Kombinace vysoké teploty a vysoké koncentrace karagenanu vede k vy3$Sim odchylkdm
ve vysledcich. Tento jev je zpiusoben jednak tim, Ze piiprava koncentrovangjSich vzorka
pohybem molekul ve vzorku a jejich rozpinani. Toto tvrzeni je ov&feno v nasledujicim
Grafu 2 s vy$8imi koncentracemi od 6,5 g/l po 10 g/l karagenanu ve vode¢, jez tihnou ke
gelovaténi. S vyssi teplotou dochazi ke zménam v roztoku a gel se stava tekutéjsi. Proto 1 pii
nékolikrat opakovaném zméfeni hustoty vzorkl stejné koncentrace pii 50 °C nelze ziskat
stejnou hodnotu, vzdy dojde k odchylce (pfiblizng 0,0035 g/ecm®). Pravé pfi kombinaci 50 °C
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a vyssi koncentraci karagenanu jsou hodnoty hustoty niZsi, nezli linearni prub&h vsech
zbylych teplot.
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Graf 2: Zavislost hustoty na koncentraci od 6,5 g/l po 10 g/l karagenanu ve vodé pri teploté
50 °C.

Jiz zminénym méfenim hustoty pii klesajici teploté¢ 50 — 20 °C (méfeno u vybranych
vzorkli nejméné pétkrat pro jednotlivé kalibra¢ni fady) bylo experimentdlné dokazano,
ze v zavislosti na teploté nedochazi k denaturaci karagenanu. Pfrechodem ptes vysokou teplotu
sice dochazi ke zménam gelovitosti karagenanu, coz vede k rozdilnym vysledkiim hustoty,
avsak naslednym chladnutim a métenim hustoty pti nizsich teplotach (35 — 20 °C) se ziskaji
stejné vysledky hustoty jako pied teplotni zménou (viz Graf X1 v ptiloze).

22



1550

1540Lunouun 0e0 000000 000 'J

1530 Jeu Yok KXXOKKOKKKX X X X x X X X X X X X X

1520 ¥ XX XXX XXXXXX X X X x X X X X X X

>p
>
»
»
[

1510 ds AMAAAAAAAAA A A 4 4 A4 4 A

1500

Ultrazvukova rychlost [m/s]

1490

p“nonn“qtoooooooo"tﬂ

1480

0 2 4 6 8 10
Koncentrace [g/l]

€20°C HW25°C A30°C X35°C X40°C @45°C 50°C

Graf 3: Zndzornéni zavislosti ultrazvukové rychlosti na celkové skale koncentraci od 0,001 g/l
po 10 g/l vzorkit karagenanu ve vode na pri teplote 20 — 50 °C.

Na hustoméru DSA 5000M paralelné s hustotou byla méfena ultrazvukovéa rychlost
karagenanu pro kazdou koncentraci, naméfena data jsou zaznamenana v Grafu 3. Zavislost
rychlosti zvuku na koncentraci karagenanu rovnéz roste linearné (viz Graf X2 v ptiloze),
ale rozptyl naméfenych hodnot ultrazvukové rychlosti je oproti hustoté vétsi, predev§im
ve vodé o koncentraci 0,001 g/l pii 20 °C, dale rychlost plynule roste se zvysujici se teplotou
a nejvyssi hodnoty (1544,96 m/s) dosahuje karagenan o koncentraci 10,04 g/1 pti 50 °C. Lze
fici, Ze ultrazvukova rychlost ma opaény trend, nez tomu bylo pfi méfeni hustoty, ktera
s rostouci teplotou klesd. Rovnéz zde plati, ze vzdalenost mezi jednotlivymi teplotnimi fadami
neni ekvidistantni, ale pii ohfivani dochazi ke zvétSovani rozdilu ultrazvukove rychlosti
pfi stejné koncentraci.
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Graf 4: Zavislost hustoty a ultrazvukové rychlosti na koncentraci karagenanu ve vodé

od 0,001 g/l do 10 g/I pri teplote 35 °C a 40 °C.

Potiebné ptibliZzeni trendu obou veli¢in (hustoty a ultrazvukové rychlosti) v zavislosti
na koncentraci znazorniuje Graf 4 s teplotnim rozmezim 35 °Ca 40 °C. Z grafu je patrné,
Ze ob¢ zavislosti jsou linearni. Se zvySujici se koncentraci hustota roste, u ultrazvukoveé
rychlosti také dochédzi kristu, ale pii srovndni sprabéhem pro hustotu neni nartst

tak markantni a celkové jsou hodnoty vice rozptyleny.
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Graf 5: Zavislost hustoty a ultrazvukové rychlosti na teplote v intervalu 20 — 50 °C s krokem
5 °C karagenanu ve vode 0 koncentraci 0,001 g/l, 1 g/l, 2 g/l a 3 g/l.

Graf 5 ukazuje, Ze hustota s rostouci teplotou klesa, kdezto ultrazvukova rychlost roste.
Ptredpoklada se, Ze ve vzorku karagenanu, jenZ je vystaven ohiivani, se Castice zacnou
pohybovat rychleji a rozkmitavat. Pavodni hustd sit molekul se rozvolni, dochazi
Kk rozestupovani molekul od sebe a pravé to zapfiCinuje zminény pokles hustoty. Zvuk
se naopak S$ifi 1épe diky vEétSim mezeram mezi molekulami, kdezto prostup hustéjsi masou
molekul za niz$ich teplot je znesnadnén.

Karagenan v chloridu sodném

Méieni karagenanu v chloridu sodném probihalo za stejnych podminek jako pifi méteni
karagenanu ve vodé. Rovnéz byl kazdy vzorek karagenanu v chloridu sodném méfen nejméné
dvakrat. Vysledné hodnoty teplotniho skenu hustoty a ultrazvukové rychlosti vSech vzorka
karagenanu v chloridu sodném o koncentraci 0,001 —10 g/l jsou vyhodnocovany graficky,
véetné hodnot méfenych pii klesajici teploté v intervalu 50 — 20 °C. Dale jsou v grafech
uvedeny hodnoty hustoty i ultrazvukové rychlosti pro samotny chlorid sodny o koncentraci
0,15 mol/l.
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Graf 6: Zavislost hustoty a ultrazvukové rychlosti na koncentraci karagenanu v chloridu
sodném od 0,001 g/l do 10 g/I pri teplote 30 °C, 35 °C a 40 °C.

Karagenan v chloridu sodném vykazuje jen n¢kolik malo zmén oproti vodnimu prostiedi.
Proto prub¢h zavislosti hustoty i rychlosti zvuku na koncentraci je znazornén v Grafu 6 jiz
detailnéji — pouze pro tii teploty. Z grafu je patrné, Ze hustota karagenanu v chloridu sodném

v
v v

Vv

Nejvyssi hustoty (1,008810 g/cm®) nabyvé vzorek o koncentraci 10 g/l pfi teploté 20 °C.

Jelikoz hustota chloridu je vétsi nez hustota vody, jsou i hodnoty naméiené ultrazvukové
rychlosti vyssi. AvSak oproti Cistému vodnému prostiedi, které svou hustotou navazuje
na linearitu roztokt s karagenanem (viz Graf 1), hustota ¢istého prostfedi chloridu sodného
nenavazuje na linearitu karagenanu, ale je niZ8i. Lze tedy fici, Ze smichanim molekul
karagenanu s molekulami chloridu sodného dojde vZdy k naristu hustoty.

Paralelné méfena ultrazvukova rychlost, znazornéna v Grafu 6 na vedlejsi ose, také roste
linearné se zvySujici se koncentraci. Na rozdil od vodného prostiedi (Graf 3) jsou vSak
hodnoty rychlosti zvuku rozptyleny v §ir§im rozsahu u vSech naméfenych koncentraci,
zatimco ve vodném prostiedi rozptyl nastaval piedevsim u vysokych koncentraci. Nejvyssi
hodnota ultrazvukové rychlosti 1556,35 m/s byla naméfena pro koncentraci 10 g/l
1 492,76 m/s mé karagenan v chloridu sodném o koncentraci 0,001 g/1 pti teploté 20 °C.

Rovnéz pro obé zkoumané veliiny plati, Ze jednotlivé teplotni fady pro karagenan
V chloridu sodném nejsou ekvidistantni a rozestup mezi nimi se zvétSuje se zvySujici
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se teplotou. To znamena, Ze rozdily mezi hustotou a ultrazvukovou rychlosti pro stejné
koncentrace se pfi ohfivani zvétsuji. Pro teplotni rozmezi 20 °C a 25 °C je rozdil naméfené
hustoty a rychlosti zvuku (pro stejnou koncentraci) nejmensi. Pro teploty 45 °C a 50 °C je
rozdil hustoty a rychlosti zvuku (pro stejnou koncentraci) nejvétsi. Dobie viditelny je tento
jev v Grafu X3 (v ptiloze).
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Graf 7: Zavislost hustoty a ultrazvukové rychlosti na teploté v intervalu 20 — 50 °C s krokem
5 °C karagenanu v chloridu sodném o koncentraci 0,001 g/l, 1 g/l, 2 g/l a 3 g/l.

Z Grafu 7 je patrné, Ze hustota karagenanu v chloridu sodném Kklesa linearné se zvysujici

se teplotou. Na rozdil od toho ultrazvukovéa rychlost pfi zvySovani teploty vzorku karagenanu
v chloridu sodném roste.
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Porovnani hustoty karagenanu ve vodé s hustotou karagenanu v chloridu sodném

1,010

1,005 ;

=
o
o
s}

Hustota [g/cm?3]
o
(o]
v

0,990

0,985 T T T T T
20 25 30 35 40 45 50

Teplota [°C]

—#—Voda 0,01 g/l 5<—Vodal1lg/l —<Voda5g/l —k—Voda1l0g/l
=@=NaCl 0,01 g/| =A==NaCl 1 g/I NaCl5g/l ==e=NaCl 10 g/l

Graf 8: Zavislost hustoty karagenanu v chloridu sodném a ve vodé o koncentraci 0,01 g/I,
1 g/l, 5 g/l a 10 g/l na teplote v intervalu 20 °C — 50 °C s krokem 5 °C.

Pfi porovnavani prostfedi jiz bylo zminéno, Ze karagenan v chloridu sodném vykazuje
vzdy vys$i hodnoty hustoty nez karagenan ve vod¢ pro danou koncentraci. Tuto skute¢nost
hustoté karagenanu ve vodg je 0,005771 g/cm®. Rozdil mezi nejvys§i hustotou tdchto dvou
prostiedi &ini 0,006301 g/cm®. RozloZeni hustoty vzhledem ke koncentraci znazoriiuje
Graf X4, ze kterého lze pfirovnat nejniz§i mozné hodnoty hustoty pro karagenan v chloridu
sodném pii 50 °C zhruba Kk hodnotam hustoty pro karagenan ve vodé pti 35 °C. Protoze
prubéh ultrazvukové rychlosti karagenanu pro ob¢ prostiedi zlstava beze zmén, tak 1 hodnoty
rychlosti karagenanu v chloridu sodném oproti karagenanu ve vodé je 10,07 m/s. Rozdil mezi
nejvyssi ultrazvukovou rychlosti obou prostiedi je 11,39 m/s.

St&# karagenanu v chloridu sodném

Experimentalné bylo stanoveno, ze karagenan nepodléha starnuti, rozkladu ani jinym
degradabilnim zménam zpisobené dlouhodobym skladovanim. Vysledky méfeni jsou
uvedeny v Grafu X5 (v ptiloze), z néhoz lze jasné fici, ze hustota vzorku se nijak nezménila,
tudiz je karagenan v chloridu sodném ¢asov¢ staly. Jiz bylo zminéno, ze karagenan se ve vodé
chova velmi podobné¢ jako karagenan v chloridu sodném. Prakticky jediny rozdil je zde pouze
vysSi hustota. Lze tedy fici, ze vzorek karagenanu ve vod¢ bude taktéz Casove staly
a namétend hustota bude vykazovat hodnoty s minimalnimi odchylkami, ackoliv to nebylo
experimentaln¢ dokazano.
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3.6.2 Méreni rychlosti zvuku ultrazvukem s vysokym rozlisenim (HRUSem)

Relativni rychlost jest rozdil mezi rychlosti zvuku vzorku a rychlosti zvuku srovnavaci
cely. V8echny uvedené grafy vykresluji vyslednou zavislost (pro jednu koncentraci) pouze
paté métrené frekvence z celkem sedmi naméfenych, protoze z méfeni se zjistilo, ze vysledek
méfeni nezalezi na frekvenci, pfi niz méfeni probiha. Zavislost vSech sedmi frekvenci je
stejna, proto neni nutné je zde uvadét vSechny (viz Graf X6 v ptiloze). Ac¢koliv méfeni jedné
koncentrace probihalo nejméné dvakrat, interpretovana jsou data pouze pro jediny vzorek.
Jelikoz se vystupni hodnoty ultrazvukové rychlosti pro danou frekvenci liSi v casovych
a teplotnich hodnotach (protoze pfistroj neni schopen kazdy vzorek ohiivat a ochlazovat
identicky) neni mozné jednotliva méfeni zpriimerovat. Druhé méfeni pak slouzi pro kontrolu
spravnosti vysledkt. Stanovena délka méfeni 900 minut zahrnuje dva cykly teplotniho skenu,
pricemz jeden cyklus se sklada z ohfevu z 25 °C na 70 °C a ochlazeni zpét na 25 °C.

Karagenan ve vodé
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Graf 9: Zndzornéni zavislosti ultrazvukové rychlosti roztokii karagenanu ve vodé
o koncentraci 0,1 g/l, 0,59/l a 1 g/l na case pri dvou po sobé jdoucich cyklech teplotniho
skenu. Ukdzka mereni pri frekvenci 12,20 MHz.

Hodnoty uvedené v Grafu9 popisuji zavislost ultrazvukové viny Kkaragenanu
rozpousténého ve vod€ v zavislosti na ¢ase pro dva cykly. Jeden cyklus zahrnuje ohfivani
0d 25°C po 70°C vdélce zhruba 220 minut a ochlazovani 70— 25 °C, které probiha
v ¢asovém rozmezi 220 — 450 minut. Z grafu vyplyva, ze druhy cyklus méfeni zacina pfi
450 minutach a zaroven si jsou oba cykly zrcadlové podobné, coz plati pro vSechny
koncentrace. Lze usoudit, Ze v zavislosti ultrazvukové rychlosti na ¢ase ani po prodélani
teplotni zmény nedojde k naruseni pribéhu ohiivani ¢i ochlazovani. Jelikoz je ultrazvuk
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s vysokym rozliSenim (HRUS) citlivéjs§i nez densitometr, lze tvrzeni o teplotni stalosti
karagenanu v kapitole 3.6.1 povaZovat za sprdvné. Na rozdil vSak od ptedchozi metody
méteni (Graf 2) neni vcelém rozsahu teplot dodrZena linearni zavislost ultrazvukoveé
rychlosti na koncentraci. V zacatku méfeni se situace vyviji dle ofekavani, tudiz ¢im vétsi
koncentrace, tim vétSi rychlost zvuku. Naslednym zahfivanim na vysokou teplotu a poté
ochlazovanim se v3ak rozdil mezi hodnotami stdva nepatrny a k zminéné linearni zavislosti
dochazi znovu az pii 25 °C, coz odpovida 450 minutam.
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Graf 10: Zndzornéni zavislosti ultrazvukové rychlosti na teploté v intervalu 25 — 70 °C pro
karagenan ve vodé o koncentraci 0,1 g/l, 0,5 g/l a 1 g/1. Ukdzka méreni pri frekvenci
12,20 MHz.

Teplotni prub¢h ultrazvukové rychlosti karagenanu ve vodé znazoriiuje Graf 10. Jak bylo
jiz nastinéno, pro danou zavislost neni tfeba uvadét vysledky ze vSech méfenych frekvenci,
protoze si vzajemné odpovidaji, ztoho divodu je znazornéna pouze ukazka méfeni pfi
frekvenci 12,20 MHz. Pro vétsi piehlednost jsou v Grafu 11 pouzity hodnoty pouze jednoho
cyklu méfeni pro jeden vzorek o vybrané koncentraci, kde ochlazeni je naznaceno modrie
a ohfivani ¢ervené. Ackoliv jsou rozdily mezi koncentraci vzorkl karagenanu ve vod¢ malé,
Ize si povSimnout, Ze ultrazvukova rychlost u ochlazovani nabyva vzdy nizsich hodnot nezli
ultrazvukova rychlost u ohfivani piislusné koncentrace. Maximalni a minimalni hodnoty
ultrazvukové rychlosti zavisi na koncentraci karagenanu ve vodé, plati vSak, ze trend zlistava
stejny, nezavisle na tom, zda se jedna o prvni nebo druhé ohfivani, respektive ochlazovani.

Pii ohfivani pozorujeme, Zze do 27 °C je hodnota ultrazvukové rychlosti konstantni
a pocate¢ni hodnota je v zavislosti na koncentraci (0— 0,3 m/s). Poté s rostouci teplotou
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ultrazvukova rychlost roste. V nasledujicim teplotnim rozmezi od 38 —-52 °C dochazi
k hysterezi, hodnota ultrazvukové rychlosti je nestala, vrozmezi 42-52°C dochazi
k poklesu a naslednému opétovnému rastu (maximalni hodnoty, jenz jsou v rozmezi
1,4 m/s—-1,6 m/s), takze celkovy trend ultrazvukové rychlosti se jevi jako schodek (viz
Graf 11). S dal$im ohfivanim az na teplotu 70 °C se hodnota ultrazvukové rychlosti zmensuje
az k hodnotdm 1,4 — 1,7 m/s. Nikdy vSak hodnota neklesne na po¢ate¢ni minimum.

Pfi pozorovani trendu ochlazovani je viditelné, ze pii 70 °C ultrazvukova rychlost nabyva
stejné hodnoty jako u ohfivani. S klesajici teplotou (od 70 °C do 52 °C) dochazi k zvySovani
ultrazvukové rychlosti, ovsem v nizsich hodnotach nez u ohfevu (nekopiruje trend ohiivani,
nybrz je nize). Teplotni rozmezi 52 — 38° C nenaznacuje tvorbu schodku, ov§em také dochazi
k silné hysterezi s maximalni hodnotou rychlosti zvuku v intervalu 1,2 — 1,4 m/s. Nasledné
ultrazvukova rychlost klesa od 38 °C do 29 °C. Zde je zietelné vidét, ze hodnoty rychlosti
zvuku pro ochlazeni jsou podstatné nizsi (viz Graf 11), neZz hodnoty rychlosti zvuku pro
ohtivani. Posledniho rozdilu mezi ohfevem a ochlazenim je moZné si povSimnout na konci
ochlazovani, kdy se hodnota ultrazvukové rychlosti udrzuje konstantni jiz od 29 °C, tedy
0 2 °C dfive.
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Graf 11: Zndzorneéni zavislosti ultrazvukové rychlosti na teploté pri ohiivani a ndsledném
ochlazovani 1 g/l karagenanu ve vodeé v intervalu 25 — 70 °C. Ukdzka méreni pri frekvenci
12 199 kHz.

Popsané rozdily zobrazuje Graf 11, na kterém je zndzornéna zavislost mezi prvnim

ohfevem (Cerven¢) a prvnim ochlazenim (modfe) jednoho cyklu méfeni karagenanu ve vodé
0 koncentraci 1 g/l.
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Karagenan v chloridu sodném
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Graf 12: Zndzorneéni zavislosti ultrazvukové rychlosti roztoku karagenanu v chloridu sodném
o koncentraci 0,1 g/l, 0,59/l a 1 g/l na case pri dvou po sobé jdoucich cyklech teplotniho
skenu. Ukdzka merent pri frekvenci 12,27 MHz.

Zavislost ultrazvukové viny karagenanu rozpousténého v chloridu sodném na case je
zobrazena v Grafu 12. Data jsou uvedena pro koncentrace 0,1 g/l, 1 g/l a 5 g/l. Celkovy
teplotni sken zahrnuje dva cykly (celkem 2x ohfev i ochlazeni), které jsou rovnéz zrcadlové
podobné. Ohiev z druhého cyklu, ktery zacind od 450 minuty, se vSak na zacatku meéfeni
pohybuje ve vysSich hodnotach ultrazvukové rychlosti, coZ je nazornéji naznaceno
v Grafu X7 v piiloze (ohfev Cervené, ochlazeni modie). Rozestupy ultrazvukové rychlosti
mezi vzorky karagenanu o koncentraci 1 g/l a 5 g/l potvrzuji, Ze se rostouci koncentraci roste
hodnota rychlosti zvuku. Oproti karagenanu ve vod¢ je hodnota ultrazvukové rychlosti
karagenanu v chloridu sodném az 8x vyssi.
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Graf 13: Zndzornéni zavislosti ultrazvukové rychlosti na teploté v intervalu 35 — 70 °C pro
karagenan v chloridu sodném o koncentraci 0,1 g/l, 0,5 ¢/l a 19/1, méreno pri frekvenci
12,27 MHz.

Oba cykly, zahrnujici 2x ohfivani (vyznaceno cervenou barvou) a 2x ochlazovani
(vyzna¢eno modrou barvou) pro danou koncentraci maji tendenci vytvafet stejny linedrni
pribéh, coz je znazornéno v Grafi 13. Nicméné celkovy prubéh zavislosti rychlosti zvuku na
teploté je zna¢né ovlivnén hysterezi, proto pii nizkych teplotach dochazi k rozptyleni hodnot
ultrazvukové rychlosti. Od 35 °C dochéazi k sjednoceni trendu a zavislost rychlosti zvuku na
teploté se stava linearni, proto je Graf 13 pfiblizen na tuto oblast teplot. Nejméné podléha
hysterezi vzorek 0,1 g/l karagenanu v chloridu sodném, kde jsou hodnoty rychlosti zvuku

Ze zavislosti rychlosti zvuku na koncentraci (Graf 13) je patrné, Ze ultrazvukova rychlost
roste s rostouci koncentraci. Pti porovnani prostiedi je zfejmé, ze trend karagenanu v chloridu
sodném je takika opacny. Navic zde nedochazi k ndpadnym rozdilim mezi ohfivanim
a ochlazovanim (Graf 14). Srostouci teplotou ultrazvukovad rychlost klesd, minimalni
hodnoty pfipadnou na 70 °C. Pii ochlazovani rychlost zvuku roste, maximalni hodnoty
se pohybuji v oblasti 35 — 25 °C dle koncentrace karagenanu v chloridu sodném.
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Graf 14: Zndzorneéni zavislosti ultrazvukové rychlosti na teploté pri ohiivani a ndsledném
ochlazovani 0,19/l karagenanu v chloridu sodném vintervalu 35-70°C, méreno
pri frekvenci 12 273 kHz.

Zminovany linearni trend jednoho cyklu (ohfivani a ochlazeni) pro koncentraci 0,1 g/l je
znazornén v Grafu 14. Rozdily mezi ohfivanim (Cervené) a ochlazovanim (modie) jsou
nepatrné. Ochlazovani nabyva, po vétSinu Casu meétfeni, menSich hodnot ultrazvukové
rychlosti (primémé o 0,5 m/s).

3.6.3 Porovnani metod

Na denzitometri byla ultrazvukova rychlost udéavana v relativni rychlosti, zatimco
metodou ultrazvukové spektroskopie svysokym rozlisenim byla prométena ultrazvukova
rychlost udavana v diferen¢ni hodnoté. To znamena, Ze zméfené hodnoty udavaji rozdil mezi
ultrazvukovou rychlosti vzorku v cele 1 a srovnavaciho prostredi (ultra ¢isté deionizované
vody) v cele 2. Referenéni hodnota ultrazvukové rychlosti pro vodu pii 25 °C je 1497 m/s,
pro ziskéni hodnot ultrazvukové rychlosti vzorkli karagenanu je potieba pticist zméfenou
relativni rychlost zvuku jednotlivych vzorkt. Takto ziskana hodnota ultrazvukové rychlosti
karagenanu je pouze piiblizna, pro piesné stanoveni by bylo potfeba na vypocet pouzit
diferen¢ni rychlost zvuku srovnavaciho prostiedi za stejnych teplot, pii kterych probihalo
méfteni (25 — 70 °C). V této praci se proto rozdily vysledkt nediskutuji, pfi porovnavani obou
metod se klade duraz pfedev§im na zmény vlastnosti karagenanu v zavislosti na teploté a
koncentraci. Pouze pro piedstavu jsou v Tabulce X8 a Tabulce X9 (v pfiloze) porovnany
vysledky ultrazvukové rychlosti pii 25 °C pro obé metody vcetné smérodatnych odchylek,
jejiz pramérna hodnota ¢ini 0,194221 m/s.
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4 ZAVER

Cilem bakalaiské prace bylo seznamit se s densitometrii, ultrazvukovou spektroskopii
a sjejich vyuzitim v chemii. Byla navrhnuta vhodnd metodika k charakterizaci vlastnosti
roztoki karagenanu v Sirokém spektru koncentraci a teplot. Teoreticka cast predevsim
poskytuje informace o karagenanu a jeho vlastnostech, dale pojednava o pouzitych metodach
k mé&feni. V experimentalni Casti prace byla denzitometricky méfena hustota a ultrazvukova
rychlost karagenanu. Dale byla méfena diferen¢ni ultrazvukova rychlost karagenanu metodou
ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozlisenim (HRUS). Tyto vlastnosti byly sledovany
ve vodném prostiedi a v prostiedi chloridu sodného.

Me¢éfeni hustoty a ultrazvukové rychlosti denzitometricky probihalo v rozmezi teplot

od 25 °C po 50 °C. Teplotni sken karagenanu byl méfen také opacné, tedy pti ochlazovani.
Proméfenim  ¢tyf  koncentratnich tfad bylo zjiSténo, Ze ob¢ veliCiny jsou
na koncentraci linearné zavislé. Hustota karagenanu ve vod¢ srostouci koncentraci roste
a se zvysujici se teplotou naopak klesa. OvSem zvysSena gelovitost vysoce koncentrovanych
roztokid karagenanu ve vodé vykazovala vétsi odchylky od linearity kvuli rozpinani, hysterezi
a pohybu molekul. Nejvice byly tyto jevy promitnuty pii méfeni vysokych koncentraci
roztokll karagenanu pii 50 °C, kdy je zméfena hustota nizs§i, nez linearni pribéh hustoty
namétfené za zbylych teplot. Tento dé€j nastaval také u koncentrace 10 g/l, kterd je tak vysoka
(a tihne ke zgelovaténi) ze hustota nabyva hodnot nizsich oproti linearité¢ za kazdé teploty.
M¢éirenim pii klesajici teploté bylo dokazano, ze karagenan ve vod¢ je stabilni, nedochazi
k jeho degradaci ¢i zménam vlastnosti vlivem vysoké teploty. Kombinaci vysoké teploty
a vysoke koncentrace sice dochazelo ke snizeni hustoty, ale tento pokles byl zaznamenan
vzdy, nezavisle na tom, zda karagenan uz prosel ohfevem na 50 °C ¢i nikoliv.
Paraleln¢ s hustotou byla méfena ultrazvukova rychlost karagenanu. 1 ta s rostouci
koncentraci roste, hodnoty jsou vSak rozptylenéjsi. Opacny trend ma v zavislosti na teplot¢,
kdy s rostouci teplotou rychlost zvuku roste. Pti vysoké teploté se Castice se pohybuji rychleji,
dochazi k rozvolfiovani a rozestupu molekul, coz snizi hustotu, zatimco zvuk se takovouto
strukturou §ifi snadnéji.

Stejné linearni zavislosti karagenanu byly zméfeny v prostiedi 0,15 mol/l chloridu
sodného. Zde jsou hodnoty obou veli¢in zvyseny, protoze samotny roztok chloridu sodného
ma vysSi hustotu nez voda. Zajimavé je, Ze hustota chloridu sodného je niZsi a nepodporuje
linearni trend karagenanu. Zaclenénim molekul karagenanu do roztoku chloridu sodného
dojde k posunuti hodnot hustoty vyse. Pro ob¢ prostiedi také plati, Ze pti ohfivani dochazi ke
zvétSovani rozdilu ultrazvukové rychlosti a hustoty pii stejné koncentraci. Dale bylo
prokazano, ze karagenan nepodléhd degradabilnim zménam, které by byly zplisobeny
starnutim.

Na zavér byla méfena relativni ultrazvukovéa rychlosti né€kolika vzork karagenanu
o vybrané koncentraci v obou prostfedich pomoci ultrazvuku s vysokym rozliSenim
(HRUSem). Méteni po dobu 900 minut zahrnovalo 2 cykly teplotniho skenu, kde jeden
cyklus piedstavuje ohfivani z 25 °C na 70 °C a ochlazovani zpét na 25 °C. Stejny prabéh
obou cykli prokazuje stabilitu karagenanu. Méfeni na ultrazvuku vSak neni vhodné na
interpretaci linearni zavislosti ultrazvukové rychlosti na koncentraci, tato zavislost je
prokazatelna pouze pfi nizsi teploté, pii vysokych teplotach dochazi k hysterezi.
Teplotni prubéh karagenanu ve vodé naznacuje zvySovani rychlosti zvuku s rostouci teplotou
(srovnatelné s densitometrii), po dosazeni maxima ultrazvukova rychlost klesa. Ve vodném
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prosttedi, na rozdil od prostfedi chloridu sodného, nemé ochlazovani stejny trend jako pfi
zahfivani. Béhem méteni teplotnich cyklt dochéazelo v intervalu 55— 30 °C k poklesu
relativni ultrazvukové rychlosti pti ochlazeni, v trendu se vytvoii viditelné oko. Teplotni
stalost potvrzuje fakt, ze hodnoty relativni rychlosti pfi ochlazovani se na zacatku (25 °C)
a nakonci (70 °C) vrati ke stejnym hodnotam, jaké byly naméfené béhem zvysovani teploty.
Lze ftici, ze b&hem procesu pusobeni teploty bylo mozné pozorovat né&jaké zmény
ve struktuie, ale ve vysledku je relativni rychlost zvuku stejnd pii ohfevu 1 ochlazeni,
nedochazi tedy ke zméné vlastnosti.

Pii méfeni relativni ultrazvukové rychlosti karagenanu v chloridu sodném nebyly tyto
zmény nepozorovany, ohfev a ochlazeni maji stejny pribéh, stejné tak jednotlivé cykly. Plati,
ze vlivem prostiedi se relativni ultrazvukova rychlost zvysila. Pfi porovnani s densitometrii
se vSak zcela odlisné projevuje zavislost na teploté, kde s rostouci teplotou rychlost zvuku
klesa. Tuto neshodu ptikladdm za vinu novému ultrazvuku, Domnivam se, ze takto citlivé
méfeni vyzaduje minimalni zdsah do pracovniho procesu, avSak vyména ultrazvuku byla
nevyhnutelnd. Dle uvazeni by bylo na misté také proméfit 1 vyssi koncentrace karagenanu
Vv chloridu sodném. Do budoucna se tedy naskytla pfilezitost danou zavislost dale zkoumat.

Ziskané vysledky méfeni nachazi praktické vyuziti piedev§im v popisu teplotniho
pribéhu karagenanu, dale vyuziti konkrétnich hodnot naméfené hustoty a ultrazvukové
rychlosti pro rtizné koncentrace. Dale je na zdkladé namétenych dat mozné fici, ze karagenan
je teplotné staly, lze jej tedy neomezené pouzit jako nosice 1ékli, protoze pii aplikaci
do organismu nedojde k degradaci ¢i zméné struktury vlivem teploty.

V bakalaiské praci bylo dosazeno vSech predepsanych cilii. Vysledkem této prace je
charakterizace karagenanu, popis chovani hustoty a ultrazvukovych vlastnosti za raznych
podminek. Dal$im bodem experimentdlni prace by bylo méfeni karagenanu v prostiedi
pufrovaného roztoku a vzijemné porovnani chovani, ¢i méfeni relativni ultrazvukové
rychlosti v Sir§im rozsahu koncentraci ultrazvukovou spektroskopii s vysokym rozlisenim.
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6 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A —karagenan
x — karagenan
1 — karagenan
u — karagenan
O - karagenan
& - karagenan
v — karagenan
p — karagenan
HRUS

E 407
hm.%
Da
pH
SRC
HIV
Hz
3D

m
Vv

o S

Vo
Cskutetna
Cprl‘im.

P pram.

P odchylka
Vi

V2
Vprﬁm.
Vodchylka

Lambda — karagenan

kappa — karagenan

jota — karagenan

mi — karagenan

théta — karagenan

ksi — karagenan

ny — karagenan

beta — karagenan

ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozlisenim (high resolution
ultrasonic spectroscopy)

oznaceni karagenanu jako stabilizatoru potravin
hmotnostni procento, jednotka koncentrace

dalton, jednotka molekulové hmotnosti

zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych iontt
semi — rafinovany karagenan (semi — rafinated carrageenan)
retrovirus (human immunodeficiency virus)

hertz, jednotka frekvence

trojdimenzionalni, trojrozmérny

hmotnost

objem

pocet méteni

koncentrace

hmotnost pevného karagenanu

mnozstvi karagenanu odpovidajici koncentraci zasobniho roztoku
objem zasobniho roztoku

objem rozpoustédla

objem vzorku

skute¢na koncentrace

pramérnd koncentrace

pramérnd hustota

smérodatna odchylka hustoty

prvni méteni ultrazvukové rychlosti

druhé méteni ultrazvukové rychlosti

prumérna ultrazvukova rychlost

smérodatnd odchylka hustoty
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PRILOHA

Tabulka X1: Kalibracni ada 1. a 2.

Zasobni roztok 1 g/l

Zasobni roztok 3 g/l

q C Vo Vi Vs, q C Vo Vi Vs
o] [ml] [mi] [mi] [9/1] [mi] [ml] [mi]
1 0,001 10 0,001 0999 |1 125 10 4,2 5,8
2 0,010 10 0,100 0,900 |2 1,50 10 50 5,0
3 0,100 10 1,000 9,000 |3 1,75 10 5,8 4,2
4 0,200 10 2,000 8,000 [4 2,00 10 6,7 3,3
5 0,500 10 5,000 5000 |5 2,25 10 7,5 2,5
6 0,700 10 7,000 3,000 [6 2,50 10 8,3 1,7
7 2,75 10 9,2 0,8
Tabulka X2: Kalibracni rada 3. a 4. karagenanu ve vode.
c Vo m; Cskuteena c Vo m; Cskutetna
[9/1 [ml]  [g] [9/1] [o/1 [ml]  [g] [9/1]
Kalibracni fada 3. pro prvni méteni Kalibracni fada 4. pro prvni méteni
1 35 10 0,0353 3,53 1 65 10  0,0652 6,52
2 40 10 0,0398 3,98 2 70 10 0,0705 7,05
3 45 10 0,0450 4,50 3 75 10 0,0748 7,48
4 50 10 0,0501 5,01 4 8,0 10  0,0802 8,02
5 55 10 0,0550 5,50 5 85 10  0,0850 8,50
6 6,0 10 0,0601 6,01 6 90 10  0,0899 8,99
7 95 10  0,0951 9,51
8 10 10  0,1004 10,04

Kalibra¢ni fada 3. pro druhé méteni

3,5
4,0
4,5
5,0
5,5
6,0

o O A W DN

10
10
10
10
10
10

0,0349
0,0403
0,0451
0,0500
0,0554
0,0603

3,49
4,03
4,51
5,00
5,54
6,03

coO N oo o A W N P

Kalibra¢ni fada 4.

6,5
7,0
7,5
8,0
8,5
9,0
9,5
10

10
10
10
10
10
10
10
10

pro druhé méteni

0,0650
0,0700
0,0751
0,0803
0,0850
0,0898
0,0951
0,1004

6,50
7,00
7,51
8,03
8,50
8,98
9,51
10,04
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Tabulka X3: Kalibracni rada 3. a 4. karagenanu v chloridu sodném.

C

[9/1]

Vo

[ml]

m;

[g]

Cskute¢na

[9/1]

C

[9/1]

Vo

[ml]

msq

[a]

Cskutena

[9/1]

D 01 B WODN -

Kalibra¢ni fada 3. pro prvni méteni

3,5
4,0
4,5
5,0
5,5
6,0

10
10
10
10
10
10

0,0350
0,0400
0,0449
0,0500
0,0550
0,0600

3,50
4,00
4,49
5,00
5,50
6,00

o NOo Ol A WDN P

Kalibracni fada 4. pro prvni méteni

6,5
7,0
7,5
8,0
8,5
9,0
9,5
10

10
10
10
10
10
10
10
10

0,0652
0,0704
0,0752
0,0806
0,0855
0,0899
0,0950
0,1000

6,52
7,04
7,52
8,06
8,55
8,99
9,50
10,00

D O W DN P

Kalibra¢ni fada 3.

3,5
4,0
4,5
5,0
5,5
6,0

10
10
10
10
10
10

pro druhé méteni

0,0353
0,0400
0,0451
0,0500
0,0550
0,0601

3,53
4,00
4,51
5,00
5,50
6,01

coO~N O Ol & W N B

Kalibra¢ni fada 4. pro druhé méteni

6,5
7,0
7,5
8,0
8,5
9,0
9,5
10

10
10
10
10
10
10

10
10

0,0652
0,0699
0,0751
0,0800
0,0850
0,0902

0,0953
0,1003

6,52
6,99
7,51
8,00
8,50
9,02

9,53
10,03
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Tabulka X4: Priimeérné hodnoty hustoty karagenanu ve vode namérené pri 20 °C.

Cprim. Pprim. Podchylka
[9/1] [g/cm’] [9/cm’]
0,001 0,998245 1,6197°10”
0,010 0,998246 1,6971°10°
0,100 0,998287 1,6971'10°
0,200 0,998332 1,484910°
0,500 0,998456 1,909210°
0,700 0,998493 1,414210°
1,000 0,998678 1,3904'10°
1,250 0,998787 3,5000107
1,500 0,998875 8,500010°
1,750 0,998980 1,100010°
2,000 0,999038 1,0297:10™
2,500 0,997149 3,113810°
2,750 0,999425 2,300010°
3,510 0,999806 1,600010°
4,015 0,999863 2,4042'10°
4,505 1,000222 4,2426:10°
5,000 1,000558 2,333510°
5,520 1,000664 3,8184'10°
6,020 1,000812 1,272810°
6,510 1,000992 9,2154'10°
7,025 1,001286 8,273110°
7,495 1,001670 4,1012110°
8,025 1,001906 5,7983107
8,500 1,002025 1,4142'10°
8,985 1,002404 1,6051'10™
9,503 1,002488 4,0305107
10,030 1,002218 3,0406'10°
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Tabulka X5: Priimérné hodnoty hustoty karagenanu ve vodé namérené pri 50 °C.

Cpriam. P prim. Podchylka
[9/1] [g/cm’] [g/cm®]

0,001 0,988083 1,8193107
0,010 0,988087 1,484910°
0,100 0,988118 7,7782:10°°
0,200 0,988168 1,131410°
0,500 0,988289 1,767810°
0,700 0,988330 4,030510°
1,000 0,988500 1,392810°
1,250 0,088466 1,1150:10™
1,500 0,988512 1,150010°
1,750 0,988631 2,000010°
2,000 0,988857 6,0362107
2,250 0,988970 2,5500107
2,500 0,988988 1,6557'10°
2,750 0,989167 1,150010°
3,000 0,989255 1,300010°
3,510 0,989420 2,5000'10°
4,015 0,989591 1,600010°
4,505 0,989607 3,800010°
5,000 0,990274 3,747710°
5,520 0,990299 1,343510°
6,020 0,990302 3,214610°
6,510 0,990332 1,414210°
7,025 0,990357 1,131410°
7,495 0,990608 1,062810°
8,025 0,991072 6,300310™
8,500 0,991755 4,235610™
8,985 0,991484 6,224310™
9,503 0,991739 3,711310™
10,030 0,991240 7,583110™
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Tabulka X6: Primeérné hodnoty ultrazvukové rychlosti karagenanu ve vodé namérené pri

20 °C.
Cprim. Vprim. Vodchylka
[9/1] [m/s] [m/s]

0,001 1483,090 0,616523
0,010 1482,785 0,007071
0,100 1482,905 0,106066
0,200 1482,920 0,042426
0,500 1482,970 0,183848
0,700 1483,090 0,028284
1,000 1483,167 0,047958
1,250 1483,220 0,141421
1,500 1483,280 0,010000
1,750 1483,515 0,075000
2,000 1483,393 0,096792
2,250 1483,415 0,025000
2,500 1483,550 0,094163
2,750 1483,775 0,235000
3,000 1483,790 0,100000
3,510 1483,695 0,247487
4,015 1484,098 0,670000
4,505 1484,220 0,050000
5,000 1484,252 0,148492
5,520 1484,260 0,410122
6,020 1484,407 0,300222
6,510 1484,680 0,353553
7,025 1484,685 0,289914
7,495 1485,000 0,056569
8,025 1484,795 0,275772
8,500 1485,405 0,063640
8,985 1485,427 0,344287
9,503 1485,320 0,384318
10,030 1484,878 0,335961
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Tabulka X7: Primérné hodnoty ultrazvukové rychlosti karagenanu ve vodé namérené pri

50 °C.
Cprim. Vprim. Vodchylka
[9/1] [m/s] [m/s]

0,001 1483,090 0,616523
0,010 1482,785 0,007071
0,100 1482,905 0,106066
0,200 1482,920 0,042426
0,500 1482,970 0,183848
0,700 1483,090 0,028284
1,000 1483,167 0,047958
1,250 1483,220 0,141421
1,500 1483,280 0,010000
1,750 1483,515 0,075000
2,000 1483,393 0,096792
2,250 1483,415 0,025000
2,500 1483,550 0,094163
2,750 1483,775 0,235000
3,000 1483,790 0,100000
3,510 1483,695 0,247487
4,015 1484,098 0,670000
4,505 1484,220 0,050000
5,000 1484,252 0,148492
5,520 1484,260 0,410122
6,020 1484,407 0,300222
6,510 1484,680 0,353553
7,025 1484,685 0,289914
7,495 1485,000 0,056569
8,025 1484,795 0,275772
8,500 1485,405 0,063640
8,985 1485,427 0,344287
9,503 1485,320 0,384318
10,030 1484,878 0,335961
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Tabulka X8: Porovndni metod pro karagenan ve vode.

Densitometrie

Ultrazvukova spektroskopie

C Vi V2 Vprﬁm. C Vi V2 Vprﬁm. Vodchylka
[o/] [mls] [m/s] [m/s] [o/1] [m/s] [m/s] [m/s] [m/s]
0,01 1496,78  1496,79 1496,79 0,01 1497,027 1497,049 1497,04 | 0,17877
0,05 1496,84  1497,06 1496,95 0,05 1497,125 1497,136 1497,13 | 0,127438
1,00 1497,17  1497,13 1497,15 1,00 1497,252 1497,273 1497,26 | 0,079419
500 1497,86  1497,86 1497,86 500 1497,249 1497,266 1497,26 | 0,426027
Tabulka X9: Porovnani metod pro karagenan v chloridu sodném.

Densitometrie Ultrazvukova spektroskopie

C Vi V2 Vprim. C Vi V2 Vprim. Vodchylka
[o/] [m/s] [m/s] [m/s] [o/1] [m/s] [m/s] [m/s] [m/s]
0,01 1506,49  1506,63 1506,56 0,01 1506,608 1507,101 1506,85 | 0,20816
0,05 1506,45  1506,46 1506,46 0,05 1507,794 1508,176 1507,98 | 1,081776
1,00 1506,88 1507,12 1507,00 1,00 1506,425 1507,163 1506,79 | 0,145513
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Graf X1: Zavislost hustoty na koncentraci od 0,001 g/l po 10 g/l karagenanu ve vodé pri
teplote 20 °C.
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Graf X2: Zavislost ultrazvukové rychlosti na koncentraci karagenanu ve vodé od 0,001 g/l po
10 g/l pri teplote 20 °C.
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Graf X3: Zndzornéni zavislosti ultrazvukové rychlosti na na celkové Skale koncentraci od
0,001 g/l po 10 g/l vzorkii karagenanu v chloridu sodném pri teploté 20 — 50 °C.
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Graf X4: Zavislost hustoty na koncentraci karagenanu v chloridu sodném a ve vodé
0 koncentraci 0,01 g/l, 1 g/l, 5 g/l a 10 g/I pri teploté 20 — 50 °C.
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Graf X5: Zavislost hustoty na teploté v intervalu 20 — 50 °C s krokem 5 °C pro koncentrace
1 g/l a 3 g/l ruzného stari.
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Graf X6: Zndzornéni zavislosti ultrazvukové rychlosti vzorku karagenanu ve vodé
o koncentraci 1 g/l na case pri dvou po sobé jdoucich cyklech teplotniho skenu. Zndzornéno
Sest zvukovych vin o riizné frekvenci (viz legenda).
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Graf X7: Zavislost ultrazvukoveé rychlosti vzorku karagenanu v chloridu sodném

0 koncentraci 0,1 g/l na case pri dvou po sobé jdoucich skenech. Priklad méreni pri frekvenci
12 196 kHz.
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